



Gene analysis of constituent proteins in 3 nm calcium-









1C a 2 +結合タンパ ク質は、原核生物から 原生動物、菌類、植物 、動物まで、
生物界に広範に存在 し、 C a 2 +が関与する様々な生命現象に関 与している。その存
在 様 式 は 、 細 胞 外 、 細 胞 質 、 小 胞 体 、核 な ど 多 岐 に わ た り 、 新 し い C a 2 +結 合 タ
ン パ ク 質 の 報 告 が 現 在 も 続 い て い る 。そ の 上 、 進 化 上 C a 2 +結 合 タ ン パ ク 質 は 多
様 化 し て お り 、 列 挙 し て い く と 枚 挙 にい と ま が な い 。 こ の C a 2 +結 合 タ ン パ ク 質
の 驚 く ほ ど の 多 様 性 は 、 そ の ま ま C a 2 +の示 す 多 彩 な 細 胞 機 能 に 対 応 し て い る 。
そ の C a 2 +結 合 タ ン パ ク 質 の 一 つ に ス パ ズミ ン や 、 セ ン ト リ ン ・ カ ル ト ラ ク チ ン
がある。セントリン・カルトラクチンは、一般に中心体や紡錘体、基底小体など
に存在し、細胞骨格タンパク質として細胞の裏打ちや、中心体の複製・分離のよ
う な 細 胞 分 裂 機 構 な ど に 関 与 し て い る重 要 な C a 2 +結 合 タ ン パ ク 質 と し て 知 ら れ
て い る 。 原 生 動 物 で は 、 上 述 の C a 2 +結 合タ ン パ ク 質 が 構 成 す る 微 細 繊 維 が 存 在
し、多数報告されている。一方、ツリガネムシにはスパズミンで構成されている、
直径 3  n m  C a 2 +励起収縮性繊維束であるスパズモネームがある。これは、筋肉や
微 小管 に 代表 され る ATP の 加 水分 解 をそ のエ ネ ルギ ー 源と し て必 要と せ ず、 i n















繊 維 や 、 主 構 成 タ ン パ ク 質 で あ る ス パズ ミ ン 様 C a 2 +結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、
原核生物から原生動物、菌類、植物、動物まで、生物界に広範に確認することは、
同繊維の進化的にも極めて重要な研究課題である。
　　私は、 特に核内 外に存在 する C a 2 +励 起収縮性繊 維や動原 体外側部 を構成
する太さ 3  n m 程の繊維、キネトコア・コロナ・ファイバーに注目している。例
えば核は、 C a 2 +依存的 ATP 非依存的な収縮・弛緩運動が可能であり、その運動
メ カニ ズ ムは ア クチ ン ･ミ オ シン 系 やチ ュー ブ リン ･ダ イ ニ ン系 に よる も ので な
く、 C a 2 +励起収縮性繊維によると予測されている。
2　　 C a 2 +が細胞分裂を制 御していることや、 ATP 非依存的 C a 2 +依存的な収縮 ･






本研究は、 C a 2 +励起収縮性繊維の分子 というミクロな世界か ら、マクロな
有糸分裂メカニズムまでの一連の解明へとつながり、他の類似ナノ繊維が関与す
る様々な生命現象の研究分野においても極めて大きな意義があると考えている。









る。現在 1 5 0 0 種以上存在するといわれているツリガネムシについて、未だ系統
分類について分子レベルからの解明はされていない。このように、形態を基に種
の同定を行っている ため、同種かどうかの判定が難しく、 C a 2 +結合タンパク質ス
パズミンの分子レベルの研究に取り組むにあたり、分子レベルでの違いを同一種
内のものとするかの判断が困難な状況に直面することが予測された。実験対象の
ツリガネムシの位置付けを、 S m a l l  s u b u n i t  r i b o s o m a l  R NA 遺伝子を比較すること
により、今後の研究への使用を考えている他生物間との関係も明らかになった。
第３章は、巨大ツリガネムシ Z o o t h a mn i u m a r b u s c u l a  s t r a i n  Ka wa g o e のス
パズミン遺伝子の同定について論じる。枝分かれツリガネムシである C a rc h e s i u m
のスパズミン g e n o m i c  DNA 塩基配列を基にして、スパズミンに特異的なプライ
マーを作成した。このプライマーを用いて、 Z .  a r b u s c u l a のスパズミン遺伝子の
g DNA と c DNA 部分塩基配列をまず決定し、スパズミンの 2 分子種（ s p a s mi n  1、
s p a s mi n  2）が得られた。得られた s p a s mi n  1 部分塩基配列を基にして新たにプラ
イマーを設計し、 i n v e r s e  P C R や R AC E 法によって、 s p a s mi n  1 遺伝子の全長配列
を決定した。 Z .  a r b u s c u l a から同定された s p a s mi n  1 遺伝子は、 5 3 1  b p（アミノ酸
1 7 7 残基）であり、イントロンを欠く遺伝子であることがわかった。このスパズ
ミンは、分子量 1 9 , 6 5 9  Da、等電点 4 . 6 8 の C a 2 +結合タンパク質であると予測され
た。また、相同タンパク質と考えられているセントリン・カルトラクチンとのア
3ミ ノ 酸 配 列 比 較 に よ っ て 、 C a 2 +結 合 サ イ ト 、 EF - h a n d 内 に ス パ ズ ミ ン に の み 、 4
アミノ酸挿入・ 1 アミノ酸欠失があることがわかった。このようなスパズミンの
特徴、セントリン・カルトラクチンとの関係について議論する。
第 ４ 章 は 、 ス パ ズ ミ ン の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 発 現 系 の 確 立 に つ い て 論 じ
る。 Z .  a r b u s c u l a  s p a s mi n  1  c DNA 塩基配列を p GEX4 T- 1 ベクターの Gl u t a t h i o n e  S -
t r a n s f e r a s e（ GS T） 遺 伝 子 配 列 の 下 流 に 挿 入 し 、 宿 主 大 腸 菌 と し て プ ロ テ ア ー ゼ
欠損株の B L2 1 内で GS T との融合タンパク質として発現を試みた。大腸菌内で
の 発 現 誘 導 に あ た り 、 温 度 、 培 養 液 、 発 現 誘 導 物 質 （ I P TG） の 濃 度 な ど の 最 適





第５ 章は、 He La 細 胞を用 いて、 高等 生物に スパズ ミン、 スパ ズモネ ーム
様 繊維 の存 在の 可能 性に つ いて 、論 じる 。原 生動 物 ツリ ガネ ムシ の３ n m  C a 2 +励
起収縮性繊維は、C a 2 +結合タンパク質、スパズミンによって主に構成されている。
こ れ ま で 、 こ の よ う な 繊 維 は 緑 藻 類 以 外 で 観 察 さ れ て い な い 。 高 等 生 物 （ He La
細胞）にツリガネムシ様繊維が存在する可能性を検討するため、抗スパズミン抗
体 を用 い て免 疫蛍 光 染色 ・ We s t e r n B l o t を 行 った 。そ の 結果 、 スパ ズミ ン と大 き
く分子量の異なる抗原タンパク質類を、細胞質・  核それぞれにおいて発見した。
細胞質においては、細胞周期依存的に微小管と選択的に共局在する、分子量約 7 0





第 ６ 章 は 、 こ の 論 文 の 総 括 で あ る 。 ツ リ ガ ネ ム シ を 用 い た 遺 伝 子 レ ベ ル
での研究は、これまで非常に困難なものと考えられていた。本研究によって、そ
の技術・方法面を確立し、ツリガネムシの系統遺伝学的分類のための S S r R NA 遺




ムの研究に大きく貢 献できるものである。また、 C a 2 +励起収 縮性繊維の生物界に
おける普遍的な可能性を示唆する、非常に興味深い手がかりをもつかむことがで
きたが、今後の詳細な研究によって決定的な証拠をつかむことが最大の課題であ
る。
